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Plazmidové DNA vakcíny predstavujú novú generáciu vakcín s veľkým potenciálom 
pri prevencii mnohých ochorení. Súčasné štúdie a klinické testy sa zameriavajú na prevenciu 
pred rakovinou, hepatitídou, maláriou, HIV, chrípky a inými chorobami. Hlavné výzvy 
týkajúce sa plazmidových DNA vakcín sú v súčasnosti spojené s optimalizáciou jednotlivých 
krokov výroby a najmä v purifikačných krokoch umožňujúcich výrobu pDNA v množstvách 
až niekoľkých kilogramov. Hlavnými purifikačnými technikami sú v súčastnosti 
chromatografické metódy, ale výzkum a vývoj poukazuje aj na potenciálne využitie iných 
metód, napríklad dvojfázových vodných systémov a magnetických nosičov. 
V experimentálnej časti bola prevedená izolácia plazmidu pUC 19 z kultúry buniek 
Escherichia coli JM 109 (pUC 19) metódou alkalickej lýzy. Izolácia bola overená agarózovou 
gélovou elektroforézou. Izolované vzorky boli purifikované chloridom lítnym 
a magnetickými nosičmi a miera purifikácie overená spektrofotometricky. Jednotlivé vzorky 
boli znovu vizualizované agarózovou gélovou elektroforézou a výsledky porovnané. 
 
ABSTRACT 
Plasmid DNA vaccines are the new generation of vaccines with a great potential in 
prevention of many diseases. Recent studies and clinical test are aimed at prevention against 
cancer, hepatitis, malaria, HIV, influenza and other diseases. Recent main challenges covering 
plasmid DNA vaccines are associated with optimalization of each step of production and 
mainly purification steps allowing production of pDNA at kilogram levels. Main purification 
techniques used are based upon chromatographic methods, but research and development also 
shows other potential methods, like two-phase aqueous systems or magnetic microparticles as 
carriers. In experimental part of this thesis isolation of pUC 19 plasmid from Escherichia coli 
JM 109 (pUC 19) cell culture was performed via method of alkaline lysis. Isolation was 
verified by agarose gel electrophoresis. Isolated samples were purified in four repetitions with 
lithium chloride and magnetic microparticle carriers and the extent of purification was 
verified spectrophotometrically. Purified samples were visualised via agarose gel 
electrophoresis and results were compared. 
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Objav a plošné rozšírenie vakcinácie možno zaradiť popri vynáleze antibiotík, medzi 
faktory, ktoré umožnili obrovský pokrok ľudstva v 20. storočí.  Plošná vakcinácia spôsobila, 
že ľudstvo – aspoň vo väčšine sveta – sa nemusí obávať chorôb, ktoré do 20. storočia  
predstavovali výrazné zdravotné riziká a spôsobovali podstatne vyššiu mortalitu populácie. 
Vďaka profylaxii boli významne potlačené choroby ako napríklad žltačka, čierny kašeľ, 
tuberkulóza, meningitída a u niektorých je vo vyspelom svete nulový výskyt; jedná sa 
napríklad o detskú obrnu, choleru, pravé kiahne, príušnice a ďalšie. Vďaka vysokému výskytu 
týchto chorôb v niektorých častiach sveta, existencii chorôb, ktoré ľudstvo stále nedokáže 
potlačiť a vďaka schopnosti vírusov a mikroorganizmov mutovať je však pozornosť a 
neustály výskum a vývoj v oblasti profylaxie namieste. Jedným zo sľubných prostriedkov sú 
vakcíny založené na plazmidovej DNA. 
 
Plazmidové DNA (pDNA) vakcíny predstavujú novú generáciu vakcín s veľkým 
potenciálom pri prevencii mnohých ochorení. Sú to molekuly DNA pripravené postupmi 
génového inžinierstva (rekombinantné pDNA), tak aby obsahovali genetickú informáciu pre 
syntézu jedného alebo dvoch špecifických proteínov (antigénov) z choroboplodných zárodkov 
vyvolávajúcich ochorenie (patogén). Vakcína pDNA vpravená do hostiteľského organizmu, 
využíva mechanizmy génovej expresie bunky a tieto zabezpečujú expresiu genetickej 
informácie obsiahnutej vo vakcíne a následne syntézu antigénov. 
  
Molekulárna biológia poskytuje dostatočné nástroje génovej manipulácie, ktoré možno 
použiť na prípravu rekombinantných plazmidových molekúl DNA a teda aj na prípravu 
plazmidových DNA vakcín. Taktiež moderné priemyselné biotechnológie umožňujú 
efektívnu produkciu biomasy tvorenú bunkami s obsahom požadovaných rekombinantných 
plazmidov. Hlavné výzvy spojené s plazmidovými DNA vakcínami sú v súčasnosti – okrem 
klinického testovania týchto vakcín – spojené s optimalizáciou na úrovni jednotlivých krokov 
výroby a najmä v purifikačných krokoch umožňujúcich výrobu pDNA v rozsahu až 
niekoľkých kilogramov. Hlavnými purifikačnými technikami sú v súčasnosti 
chromatografické metódy, ale výskum a vývoj poukazuje aj na potenciálne využitie iných 











2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Plazmidová DNA 
Plazmidy sú fakultatívne extrachromozomálne molekuly DNA nachádzajúce sa 
v bunkách prokaryotických organizmov – baktérií. Sú to samostatné molekuly dvojreťazcovej 
deoxyribonukleovej kyseliny (DNA), ktorých charakteristickým znakom je, že oba konce 
DNA reťazca sú navzájom kovalentne viazané; tvoria tak uzatvorenú sľučku. Z chemického 
hľadiska sa plazmidová DNA stavbou nelíši od chromozomálnej DNA, t.j. je rovnako tvorená 
z monomérnych jednotiek – nukleotidov skladajúcich sa z fosfátového zvyšku kyseliny 
fosforečnej, cukru deoxyribózy a jednej zo štyroch dusíkatých báz (purínové – adenozín, 
guanín a pyrimidínové – cytozín a thymín). Plazmidová DNA je v porovnaní 
s chromozomálnou DNA menšia a má teda nižšiu molekulovú hmotnosť; nesie len niekoľko 
génov kódujúcich jednu alebo viacero genetických informácií. Môže byť tvorená 1 až viac 
ako 1000 kbp (pozn.: kilo-base pair; počet komplementárnych párov báz × 103). Význam 
pDNA z fyziologického hľadiska spočíva v doplnkovej genetickej informácii, ktorá nie je pre 
vitálne funkcie bunky esenciálna. Môže však kódovať jej významné vlastnosti ako sú 
napríklad rezistencia na antibiotiká a ťažké kovy, produkcia toxínov, schopnosť degradácie 
biologicky inertných alebo toxických organických látok [1]. Kľúčovou vlastnosťou pre 
využitie v génovom inžinierstve je skutočnosť, že pDNA sa replikuje nezávisle na 
chromozomálnej DNA a molekuly pDNA teda predstavujú samostatné replikóny. Počet 
molekúl pDNA v jednej bakteriálnej bunke sa môže pohybovať od 1 až do niekoľko sto, 
pričom tieto pDNA môžu byť rovnaké alebo rôzneho druhu [1].  
 
Plazmidová DNA môže existovať vo forme viacerých topologických konformácií 
(topoizomérov), konkrétne ako nadšróbovnicová závitnicová štruktúra (supercoiled – sc 
pDNA, tiež označovaná ako cirkulárne kovalentne uzavretá – circular covalently closed – 
ccc), otvorená cirkulárna (open circular – oc pDNA) a lineárna pDNA. Jedinou prirodzenou 
formou pDNA je sc topoizomér a všetky ostatné formy pDNA vznikajú degradáciou tohto 
topoizoméru [2]. Pre klinické účely je lineárna forma nevhodná kvôli zvýšenému riziku 
nežiaducej rekombinácie a integrácie do genómovej DNA a rýchlejšej vnútrobunkovej 
degradácii ako pri sc alebo oc topoizoméroch [2, 3]. Za najvhodnejší a najefektívnejší 
topoizomér pDNA pre prenos genetickej informácie a zabezpečenie jej expresie je 
považovaná pDNA v supercoiled konformácii [3].  
 
Význam pDNA spočíva v možnosti využiť ju ako prostriedok prenosu genetickej 
informácie do hostiteľských buniek, tzv. vektor. Spolu s plazmidovou DNA dochádza k 
multiplikácii a expresii prenášaných génov. Uplatnenie pDNA tak možno nájsť v produkcii 
rekombinantných proteínov, DNA vakcín a génovej terapii.  
 
DNA vakcíny predstavujú molekuly DNA pripravené postupmi génového inžinierstva 
(rekombinantné pDNA), tak aby obsahovali genetickú informáciu pre syntézu jedného alebo 
dvoch špecifických proteínov (antigénov) z choroboplodných zárodkov vyvolávajúcich 
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ochorenie (patogén). Takto pripravená DNA vakcína je následne vpravená do hostiteľského 
organizmu, kde jeho bunky prostredníctvom svojho mechanizmu génovej expresie zabezpečia 
expresiu takejto DNA a následne syntézu antigénov. Tieto antigénne proteíny syntetizované 
samotnou bunkou sú rozpoznávané imunitným systémom bunky ako cudzie a vyvolávajú jeho 
imunitnú odozvu a aktivujú „imunologickú pamäť“ umožňujúcu bunke zapamätať si 
konkrétny antigén a pri ďalšom kontakte reagovať naň rýchlejšie. Vakcíny založené na pDNA 
sú považované za bezpečné, keďže nedochádza k integrácii pDNA s chromozomálnou DNA 
hostiteľskej bunky ani k špecifickej imunitnej odozve na pDNA samotnú. Potreba výroby 
pDNA vo väčších mierkach vyplýva práve z jej využitia pri výskume a výrobe DNA  
vakcín [4]. 
  
V malom laboratórnom merítku je výroba a purifikácia pDNA relatívne jednoduchá; 
za týchto spravidla neoptimalizovaných  podmienok je však výťažok veľmi nízky, dosahujúci 
len niekoľko jednotiek až desiatok mg/l [2]. Využitie rekombinantnej pDNA ako vakcíny si 
však vyžaduje dávky v rozsahu až niekoľko miligramov pDNA na jednu dávku v prípade 
človeka [3, 4], keďže priama aplikácia pDNA u ľudí vyvoláva pomerne slabú imunitnú 
odozvu. Dôvodom je pomerne slabá efektívnosť transfekcie. Vzhľadom na túto skutočnosť je 
neoptimalizovaná laboratórna výroba na klinické účely neefektívna a nerentabilná. Hlavná 
výzva pri produkcii pDNA tak okrem klinického testovania spočíva najmä v potrebe 
optimalizácie na úrovni jednotlivých krokov výroby a scale-up výroby umožňujúci výrobu 
pDNA v množstve až niekoľkých kilogramov [3, 4].  
 
Výsledný produkt – pDNA vakcína resp. pDNA na účely génovej terapie by mal 
spĺňať základné požiadavky na minimálny obsah nežiaducich kontaminantov; obsahuje 
chromozomálnu DNA (jej obsah by nemal presiahnuť 0,05 μg gDNA na mg pDNA), 
endotoxíny (menej ako 1 EU/mg pDNA) a stopové množstvá RNA a proteínov. Samotná 
pDNA by mala obsahovať viac ako 90 % kovalentne uzavretej (supercoiled) pDNA, keďže 
táto sa najefektívnejšie transfektuje a indukuje expresiu v eukaryotických bunkách [3, 5]. 
Najčastejšie používanou metódou pre kontrolu čistoty a kvality je agarózová gélová 
elektroforéza (AGE) s následnou detekciou pomocou ethidium bromidu [5]. Konkrétne 
požiadavky na čistotu a výsledný obsah kontaminantov v pDNA vakcínach a pDNA pre 
génovú terapiu spadá do kompetencie regulačných orgánov (v EÚ je to European Medicines 
Agency (EMA), v USA je to Food and Drug Administration (FDA)) [4]. 
2.2 Produkcia rekombinantnej plazmidovej DNA 
Proces produkcie rekombinantnej plazmidovej DNA možno rozdeliť do nasledujúcich 
základných krokov. 
1. Voľba hostiteľského organizmu, transport do hostiteľského organizmu a separácia 
transfekovaných buniek obsahujúcich požadovaný plazmid  
2. Kultivácia transfekovaných buniek, separácia biomasy a kultivačného média 
3. Dezintegrácia biomasy, separácia plazmidu, samotná purifikácia a výsledný produkt. 
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V terminológii sa možno stretnúť s označením častí procesu produkcie tzv. upstream 
processing zahrňujúci návrh plazmidu, výber vhodného hostiteľského organizmu a samotnú 
kultiváciu a na tzv. downstream processing zahrňujúci lýzu buniek a purifikáciu pDNA. 
2.2.1 Návrh plazmidu 
Na to aby mohlo dôjsť k propagácii a udržaniu rekombinantného plazmidu 
v prokaryotickom hostiteľskom organizme (E. coli) a génovej expresii požadovaného génu 
obsiahnutého v plazmide v eukaryotickom organizme (ľudskom tele), musí rekombinantný 
plazmid obsahovať všetky komponenty na to potrebné [6]. Typickými komponentmi sú: 
 počiatok replikácie, tzv. ori (z angl. origin of replication) 
 selekčný markerový gén 
 eukaryotický promótor / enhancer 
 transgén, resp. gén záujmu 
 terminátor transkripcie / polyadenylačný signál 
2.2.1.1 Počiatok replikácie 
Počiatok replikácie, tiež označovaný ako ori, je sekvencia nukleotidov v genóme, od 
ktorej začína odvíjanie dvojzávitnice plazmidu, a ktorá je zodpovedná za autonómnu 
replikáciu plazmidu bez ohľadu na bunečný cyklus. Plazmidy majú spravidla jeden počiatok 
replikácie a celý plazmid tak je replikónom, teda molekulou DNA resp. jej časťou s vlastným 
počiatkom replikácie. Replikácia plazmidov môže prebiehať dvomi spôsobmi: ako théta 
replikácia alebo replikácia spôsobom valivej kružnice. Pri plazmidoch používaných na 
terapeutické účely sa uplatňujú takmer výlučne théta replikačné počiatky replikácie [6]. 
Počiatok replikácie určuje tzv. plazmidové číslo (angl. copy number), ktoré udáva počet kópií 
plazmidu v danej bunke a je pre daný plazmid a konkrétne hostiteľské baktérie za 
stanovených podmienok konštantný [1]. Použitie plazmidu s počiatkom replikácie s nízkym 
plazmidovým číslom je nežiaduce, keďže by viedlo k nízkemu množstvu plazmidu v bunkách 
obsiahnutých vo vyprodukovanej biomase a v konečnom dôsledku aj k nízkemu výťažku 
pDNA. Najčastejšie používané replikóny typu ColE1 majú plazmidové číslo 15 – 20, ale 
mutáciou regulačných mechanizmov replikácie (RNAII) boli vyvinuté replikóny dosahujúce 
plazmidové číslo 500 – 700, napr. replikón pUC [7]. Ak majú dva rôzne plazmidy rovnaké 
počiatky replikácie a resp. zdieľajú podobné mechanizmy regulácie replikácie dochádza k ich 
inkompatibilite, kedy nedokážu koexistovať v jednej bunke a jeden z plazmidov zaniká.    
2.2.1.2 Selekčný markerový gén 
Selekčný markerový gén – skrátene marker – umožňuje identifikáciu a oddelenie 
buniek E. coli, u ktorých došlo k prijatiu rekombinantného plazmidu od tých, ktoré takýto 
plazmid neobsahujú.  
Najčastejšie používanými selekčnými markermi sú markery založené na rezistencii na 
antibiotiká; ich princíp spočíva v prenose génu rezistencie na dané antibiotikum do buniek, 
u ktorých došlo úspešne k transfekcii rekombinantného plazmidu obsahujúceho práve gén 
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kódujúci rezistenciu na antibiotikum. Medzi najpoužívanejšie antibiotické selekčné markery 
patrí gén pre rezistenciu na kanamycin; tento obsahuje genetickú informáciu pre enzým 
kanamycin fosfotransferázu II, ktorý inaktivuje účinok aminoglykozidických antibiotík 
fosforyláciou [4, 6, 8]. Ďalšími antibiotikami používanými pri selekcii transformovaných 
baktérií sú ampicilín, chloramfenikol, gentamicín a tetracyklín. Antibiotikum vytvára 
selekčný tlak proti predominancii bezplazmidových buniek pri ďalšej práci 
s transformovanými bunkami. Potenciálnym rizikom používania antibiotických selekčných 
markerov je možnosť vzniku rezistencie na antibiotiká prostredníctvom horizontálneho 
prenosu génov. Ďalšími možnými selekčnými mechanizmami je selekcia na báze RNA/RNA 
interakcii a ďalšie. Výhodou použitia týchto selekčných mechanizmov je zníženie resp. 
eliminácia vzniku rezistencie na antibiotiká a možnosť zníženia veľkosti plazmidov. To má 
pozitívny vplyv na efektívnosť transformácie rekombinantných plazmidov do hostiteľských 
buniek [8]. 
2.2.1.3 Eukaryotický promótor 
Eukaryotický promótor je sekvencia DNA, ktorá je zodpovedná za iniciáciu 
transkripcie určitého génu v cieľovom eukaryotickom organizme, v prípade rekombinantného 
plazmidu teda génu záujmu. Promótory využívané pri expresii rekombinantných génov sú 
promótory virálneho pôvodu, izolované najmä z ľudského cytomegalovíru (CMVIE), simian 
vírusu 40 (SV40), alebo bunkové promótory ako napríklad ľudský elongačný faktor-1α alebo 
ľudský ubiquitín C (UbC) [6]. Najbežnejšie používaným promótorom je vyššie uvedený 
promótor CMVIE, najmä kvôli jeho vyššej efektívnosti iniciácie transkripcie oproti ostatným 
promótorom [4, 6]. 
2.2.1.4 Terminátor transkripcie 
Terminátor transkripcie je sekvencia DNA, ktorá signalizuje koniec génu. Má za 
následok ukončenie transkripcie génu do mRNA, tým že spôsobuje oddelenie mRNA od 
transkripčného komplexu. Bežne používané terminátory sú odvodené od hovädzieho 
rastového hormónu, simian vírusu 40 alebo zajačieho β-globín génu [6]. 
2.2.1.5 Gén záujmu 
Gén záujmu resp. transgén je sekvencia DNA nesúca potrebnú genetickú informáciu, 
ktorá ma byť vnesená do cieľového hostiteľského organizmu, kde má dôjsť k jej expresii 
a zabezpečení požadovaného účinku. Miesta v sekvencii plazmidovej DNA, kam je vnášaný 
transgén sa nazývajú klonovacie miesta, resp. reštrikčné miesta; tieto sú zvyčajne tvorené 4 až 
8 pármi nukleotidov a sú to palindromatické sekvencie. Sú to miesta rozpoznávané 
reštrikčnými endonukleázami, ktoré DNA v tomto mieste štiepia. Pri štiepení niektorými  
reštriktázami sa pritom vytvárajú tzv. „lepkavé“ konce (angl. sticky ends), čo sú 
jednoreťazcové vlákna DNA o dĺžke niekoľkých báz, ktoré umožňujú vloženie požadovaného 
génu ohraničeného rovnakými „lepkavými“ koncami. Obe molekuly sa spoja pomocou DNA 
ligáz. Plazmidové vektory často obsahujú aj niekoľko takýchto klonovacích miest 
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bezprostredne za sebou umožňujúcich štiepenie rôznymi reštrikčnými endonukleázami. 
Kompaktná sekvencia DNA s viacerými klonovacími miestami sa nazýva polylinker resp. 
viacpočetné klonovacie miesto (angl. multiple cloning site (MCS)). 
 
Pri plazmidových DNA vakcínach sa používajú komerčne dostupné rekombinantné 
plazmidové vektory, ktoré obsahujú uvedené komponenty okrem génu záujmu, prípadne 
i ďalšie, ktoré definujú ich charakteristické vlastnosti ako spôsob selekcie, plazmidové číslo, 
počet klonovacích miest a ďalšie. Najbežnejšími plazmidovými vektormi sú pBR322, 
pUC 18, pUC 19, pMB1, ich deriváty a mnohé ďalšie [6]. Pre nomenklatúru plazmidov 
existujú jednotné ustálené pravidlá (s výnimkou prvých popísaných plazmidov). Ich názvy 
spravidla reflektujú miesto vzniku, prípadne autorov (napr. pri plazmide pBR322 jednotlivé 
znaky znamenajú: p – plazmid, BR – Bolívar, Rodriguéz, 322 – poradové číslo plazmidu; pri 
pUC: p – plazmid, UC – University of California) [9]. 
2.2.2 Voľba hostiteľského organizmu, transport do hostiteľského organizmu 
a separácia transfekovaných buniek obsahujúcich požadovaný plazmid 
Na produkciu pDNA sa ako hostiteľský organizmus, resp. organizmus v ktorom 
prebieha multiplikácia molekúl pDNA využíva najčastejšie gram-negatívna baktéria 
Escherichia coli. Hlavnými dôvodmi pre využitie E. coli sú jej pomerne dobre známe 
fyziologické vlastnosti – E. coli je modelovým organizmom, ktorý sa zo všetkých baktérii 
najviac používa pri fyziologickom, biochemickom a genetickom výskume. E. coli sa taktiež 
využíva ako hostiteľský organizmus pri výrobe rekombinantných proteínov, ktorá má dlhšiu 
tradíciu a komerčné uplatnenie ako výroba pDNA. Vedomosti nadobudnuté pri štúdiu 
a optimalizácii kultivačných metód pri produkcii rekombinantných proteínov sú využiteľné aj 
pri produkcii pDNA. 
 
V porovnaní s ostatnými rekombinantnými mikroorganizmami je E. coli 
najvýznamnejšou kvôli jej dobre známemu genómu a vyvinutými klonovacími nástrojmi 
a systémami génovej expresie. Ďalšími výhodami sú jej rýchly rast, pomerne lacné živné 
médiá pre jej kultiváciu, jednoduchosť scale-up procesov a schopnosť produkovať 
požadované látky s vysokou výnosnosťou a kvalitou [10]. 
 
Na to aby mohlo dôjsť k replikácii rekombinantných plazmidov je potrebné ich 
dopraviť do hostiteľského organizmu. V prípade prokaryotických organizmov sa tento proces 
nazýva transformácia, v prípade dopravenia rekombinantných plazmidov do eukaryotických 
buniek sa jedná o proces transfekcie. Bunky, ktoré majú schopnosť prijať cudziu DNA sa 
nazývajú kompetentné bunky. Prirodzene kompetentné sú len bunky niektorých rodov 
baktérií, najmä Bacillus a Streptococcus, zatiaľ čo schopnosť prijať cudziu DNA v prípade 
E. coli je obmedzená. Najbežnejšími metódami sú chemická transformácia a elektroporácia. 
Účinnosť transformácie sa udáva v počte  transformovaných buniek vzniknutých z 1 µg DNA. 
Počet transformantov sa vyjadruje ako počet CFU/µg (angl. colony forming units - kolónie 
tvoriace jednotky) [9]. 
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2.2.2.1 Chemická transformácia 
Princíp chemickej transformácie spočíva v príprave kompetentných buniek (pomocou 
CaCl2) – zmiešaním buniek E. coli s rekombinantnými plazmidmi a roztokom 
CaCl2, ochladením na 0°C a následnom vystavení zmesi teplotnému šoku ohriatím na 42°C po 
dobu cca 1 minúty. Táto metóda je najrozšírenejšia najmä kvôli jej jednoduchosti 
a inštrumentálnej nenáročnosti [9]. 
2.2.2.2 Elektroporácia 
Princíp elektroporácie spočíva v prechodnej destabilizácii cytoplazmatickej 
membrány, ktorá je spôsobená veľkým elektrickým pulzom dosahujúcim hodnoty 10 až 
100 kV/cm po dobu milisekúnd.  Prechod DNA do buniek je možný vďaka prerušeniu 
pomerne slabých väzobných síl fosfolipidovej dvojvrstvy tvoriacej cytoplazmatickú 
membránu a následnej schopnosti spontánneho scelenia membrány v mieste oslabenia [11]. 
Výhodami elektroporácie sú najmä vysoká transformačná účinnosť pri menšom množstve 
plazmidov.  Nevýhodami sú najmä inštrumentálna náročnosť, cena a limitácia vyplývajúca 
z potreby prípravy elektrokompetentných buniek [12].  
2.2.3 Kultivácia transformovaných buniek, separácia biomasy a kultivačného média  
2.2.3.1 Živné médiá 
E. coli je nenáročná na živné podmienky; za predpokladu prítomnosti zdroja 
organického uhlíka rastie ako v komplexných, tak aj v chemicky definovaných živných 
médiách. Zdrojom organického uhlíka ako hlavného zdroja energie a biomasy je spravidla 
glukóza, ale použité môžu byť aj iné zlúčeniny, napr. glycerol. Hlavnou výhodou glukózy je 
jej nízka cena a efektívne metabolizovanie, nevýhodou zase skutočnosť, že v prípade zvýšenej 
koncentrácie glukózy dochádza v dôsledku Crabtreeho efektu k nežiaducej tvorbe kyseliny 
octovej (pozn.: Crabtreeho efekt – inhibícia aeróbnej respirácie a stimulácia glykolýzy 
u fakultatívne anaeróbnych mikroorganizmov v dôsledku vyššej koncentrácie glukózy) [1]. 
Niektoré štúdie poukazujú na skutočnosť, že pridaním niektorých aminokyselín (glutamin, 
glycín, histidín, leucín, tryptofán) alebo deoxyribonukleotidov (adenozín, guanozín, cytidín a 
thymidín) možno dosiahnuť vyššiu výťažnosť plazmidov [4]. 
 
Zloženie kultivačného média významne ovplyvňuje celý proces fermentácie a tvorby 
jednak biomasy ako aj pDNA. Predpokladá sa, že zloženie živného média má priamy vplyv 
na fyziológiu mikroorganizmov a tým aj na produkciu pDNA a špecifickú výťažnosť [4]. 
V súčasnosti sú najčastejšie používanými kultivačnými médiami definované a semi-
definované a médiá, keďže vo väčšine prípadov umožňujú dosiahnutie vysokej hustoty buniek 
v biomase a výťažkov pDNA [4]. 
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2.2.3.2 Metódy kultivácie 
Kľúčovým faktorom pre vysokú kvalitu  a vysoký výťažok pDNA pri kultivácii je rast 
kultúry za zníženej rýchlosti. Vysoká rýchlosť rastu buniek pri kultivácii (nad 0,3 h-1) vedie 
k produkcii nežiaducich látok majúcich toxický účinok, napr. kyseliny octovej, k nestabilite 
plazmidov a nízkemu percentuálnemu podielu požadovaného supercoiled topoizoméru pDNA 
a teda k nižšej výťažnosti celého procesu [4]. 
 
Kultivácia v bioreaktore umožňuje monitorovať a regulovať viaceré parametre majúce 
vplyv na kvalitu pDNA a na jej výťažnosť. Dvomi zásadnými faktormi ovplyvňujúcimi 
percentuálny podiel sc pDNA sú množstvo prítomného kyslíku a teplota. Výkyvy 
koncentrácie kyslíku pri kultivácii ovplyvňujú stabilitu pDNA. Optimálna teplota pre rast 
E. coli je 37 °C; jej zníženie možno využiť na zníženie rýchlosti rastu. Vyššie teploty (42°C) 
môžu mať taktiež pozitívny účinok pre amplifikáciu niektorých typov plazmidov [13]. Na 
vyjadrenie kvantity pDNA sa používa vyjadrenie objemové – mg pDNA na jeden liter alebo 
špecifické – μg pDNA na mg bunkovej sušiny [4].  
2.2.3.3 Vsádková kultivácia 
Hlavnou výhodou vsádkovej kultivácie (angl. batch fermentation) je jej jednoduchosť. 
Všetky živiny potrebné pre rast buniek a pDNA počas celého procesu kultivácie sa 
v bioreaktore nachádzajú už v čase inokulácie bakteriálnej kultúry. Priebeh vsádkovej 
kultivácie je charakteristický lag fázou, fázou exponenciálneho rastu a stacionárnou fázou. 
V priebehu fázy exponenciálneho rastu sa všetky živiny potrebné pre rast buniek nachádzajú 
v bioreaktore v nadmernom množstve a kultúra preto rastie maximálnou rastovou rýchlosťou. 
Ako je uvedené vyššie pre produkciu pDNA sú žiaduce nižšie rýchlosti rastu kultúry. 
V prípade vsádkovej kultivácie, kde sú všetky živiny prítomné už na začiatku kultivácie a nie 
je možné regulovať prítok živín, tak jedinou možnosťou zostáva kultivácia za nižšej teploty 
ako je optimálna teplota pre rast a použitie vhodného živného média, napr. glycerolu. 
Glycerol možno použiť aj vo vyšších koncentráciách ako glukózu, bez toho aby mal inhibičný 
účinok, čo vedie k vyšším výnosom biomasy [4]. 
 
Využitie vsádkovej kultivácie pri produkcii pDNA vedie k pomerne nízkemu výťažku 
biomasy, ktorý dosahuje hodnotu 1 až 8 g/l; v nadväznosti na nižšiu produkciu biomasy 
dosahuje aj výťažok pDNA nižšie hodnoty. Vo všeobecnosti výťažok pDNA dosiahnutý pri 
batch kultivácii dosahuje relatívne nízke hodnoty  v rozsahu 4 až 40 mg/l [3].   
2.2.3.4 Prítokovaná kultivácia 
Prítokovaná kultivácia (angl. fed-batch fermentation) je pre produkciu pDNA 
vhodnejšia, keďže umožňuje monitoring a kontrolované pridávanie esenciálnych živín 
a v konečnom dôsledku umožňuje kontrolovať rastovú krivku a dosiahnuť žiaduce hodnoty. 
Prítokovaná kultivácia tak umožňuje dosiahnuť vyšších výťažkov ako pri vsádkovej 
kultivácii. Kľúčovým faktorom pri prítokovanej kultivácii je kontinuálne dodávanie substrátu 
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v množstve, kedy dochádza k jeho úplnej konverzii, t.j. k jeho úplnému spotrebovaniu. 
Nevzniká tak priestor pre tvorbu nežiaducich metabolitov, najmä spomínanej kyseliny octovej 
majúcej inhibičný účinok na rast biomasy a tým aj na tvorbu pDNA [4]. 
 
Rýchlosť pridávania limitujúcich živín môže byť rôzna a na túto tému existuje mnoho 
štúdií venujúcich sa optimalizovaniu rýchlosti a stratégií pridávania živín od použitia 
jednoduchých stratégií až po sofistikované algoritmy [4]. Vo všeobecnosti možno dosiahnuť 
pri prítokovanej kultivácii výťažky biomasy v rozpätí 60 až 120 g sušiny buniek na liter [4]. 
 
Jedným z najjednoduchších a najefektívnejších prístupov pri prítokovanej kultivácii je 
exponenciálne pridávanie živín. Táto metóda umožňuje udržiavať rast kultúry na požadovanej 
rýchlosti rastu, nižšej ako maximálnej rýchlosti rastu bez potreby spätnej kontroly.  
2.2.3.5 Kontinuálna kultivácia 
Kontinuálna fermentácia znamená, že všetky živiny sú kontinuálne pridávané do 
bioreaktoru v rovnakom množstve ako je z neho odstraňované médium s kultúrou 
mikroorganizmov;  objem mikrobiálnej kultúry v reaktore tak zostáva konštantný. 
Kontinuálna fermentácia sa v prípade výroby pDNA nevyužíva, keďže výťažnosť  pDNA je 
v tomto prípade nízka. Dôvodom je primárny rast buniek, v ktorých sa plazmidy 
nenachádzajú, resp. plazmidové číslo je nízke a rovnako aj stabilita plazmidov [4]. 
2.2.4 Separácia biomasy a kultivačného média 
Štandardné metódy produkcie pDNA zahrňujú separáciu biomasy a kultivačného 
média, dezintegráciu biomasy, lýzu buniek, oddelenie zvyškov buniek v lyzáte, zrážanie, 
separáciu pevných nečistôt a chromatografické čistenie DNA [3, 5]. 
Po ukončení fermentácie je potrebné oddeliť bunky od živného média a skoncentrovať 
ich; na tieto účely sa používa spravidla sedimentácia, mikrofiltrácia, tangenciálna filtrácia 
alebo kontinuálna centrifugácia [9]. 
2.2.4.1 Dezintegrácia biomasy - lýza buniek 
Na dezintegráciu biomasy je možné použiť metódy chemickej dezintegrácie, napríklad 
alkalickú lýzu alebo použitie enzymatickej dezintegrácie a fyzikálne metódy dezintegrácie, 
napríklad použitie ultrazvuku alebo mechanickej dezintegrácie. 
Na rozrušenie buniek E. coli a uvoľnenie vnútromolekulárneho obsahu a teda aj 
plazmidov sa najčastejšie používa alkalická lýza resp. jej variácie [8]. Princíp alkalickej lýzy 
spočíva v deštrukcii buniek za vysokých hodnôt pH prostredníctvom NaOH v prítomnosti 
SDS (angl. sodium dodecyl sulphate). V prípade, že hodnota pH nepresiahne hodnotu 12,5 [5] 
nedochádza v prípade sc plazmidov k úplnej denaturácii a kvôli väčšiemu počtu vodíkových 
väzieb plazmidov časť z nich zostáva zachovaných; tieto  slúžia ako jadrá resp. centrá 
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renaturácie plazmidov v procese neutralizácie lyzátu a umožňujú získanie celistvých molekúl 
plazmidov. Genómová DNA zostáva denaturovaná, kvôli úplnému zániku vodíkových väzieb. 
V prípade, že celkové pH lyzátu presiahne hodnotu 12,5 alebo sa v roztoku vyskytnú lokálne 
extrémy pH, môže dôjsť k úplnému prerušeniu vodíkových väzieb v molekulách plazmidov 
a ich následnej ireverzibilnej denaturácii [5]. Vyššie hodnoty pH ako 12,5 ovplyvňujú aj 
pDNA a časť sc pDNA je degradovaná na nežiaduce formy – otvorenú formu a lineárnu; 
zároveň dochádza k fragmentácii chromozomálnej DNA, čo sťažuje jej separáciu [4, 5]. 
Získaný lyzát obsahujúci denaturované intramolekulárne komponenty a v ideálnom prípade aj 
plazmidy v celistvej podobe sa následne neutralizuje (napr.: octanom sodným alebo 
draselným), čo spôsobuje precipitáciu SDS spolu s denaturovanou genómovou DNA 
a ostatnými komponentmi, zatiaľ čo plazmidy zostávajú v supernatante. 
Na oddelenie bunečných zvyškov je možné použiť najmä filtráciu, prípadne 
centrifugáciu, ktorej využitie je však z hľadiska separovaného objemu lyzátu pre produkciu 
vo väčších množstvách limitované [3]. 
2.2.4.2 Zrážanie pDNA a oddelenie nečistôt 
V rámci väčšiny postupov výroby pDNA sa ako jeden zo základných krokov separácie 
využíva zrážanie pDNA z lyzátu; najčastejšie používanými zrážadlami sú ethanol, 
isopropanol, polyetylénglykol a ďalšie [4]. Ďalšími možnými technikami na zrážanie z lyzátu 
je použitie katiónových rozpúšťadiel/tenzidov, niektorých druhov solí ako napríklad LiCl, 
CaCl2, niektorých polyamínov, CTAB (cetyltrimetylamonium bromid) [4]. Hlavnými rizikami 
spojenými so zrážaním je použitie vhodných koncentrácii zrážadiel, tak aby nedochádzalo aj 
k zrážaniu ostatných zložiek lyzátu a DNA. Na odstránenie kontaminantov – RNA, 
chromozomálnej DNA, proteínov a endotoxínov sa následne v závislosti od mierky procesov 
a množstva spracovávaného materiálu používajú enzýmy (RN-áza, proteináza K), organické 
rozpúšťadlá alebo membránové procesy, najmä mikrofiltrácia, ultrafiltrácia prípadne 
diafiltrácia [3]. 
2.3 Purifikácia pDNA 
Purifikácia pDNA, tak ako pri väčšine biologických produktov prináša komplikácie 
spojené s jej fyzikálno-chemickými vlastnosťami, ktoré vyžadujú šetrné postupy a metódy 
aplikované v rámci purifikácie. Hlavnými faktormi ovplyvňujúcimi a limitujúcimi kroky pri  
purifikácii sú stabilita pDNA, ako komplexnej biomolekuly, jej veľkosť (dĺžka až niekoľko 
sto nm, priemer medzi 9,9 až 13,4 nm), tvar a konformácia, rheologické vlastnosti (napr.: 
viskozita) lyzátu a prítomnosť ďalších biomolekúl a nečistôt [3]. Väčšina z týchto 
relevantných biomolekúl a kontaminantov zdieľa s pDNA podobné štruktúrne alebo chemické 
vlastnosti, čo sťažuje proces purifikácie. Celkový proces purifikácie zahŕňa niekoľko krokov, 
v rámci ktorých dochádza k zachyteniu, koncentrácii a samotnej purifikácii kovalentne 
uzavretej (sc) pDNA; pričom táto predstavuje len 3% lyzátu buniek E. coli [3] a menej ako 
1% sušiny buniek E.coli [5]. 
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Medzi procesmi purifikácie (ako aj celkovej produkcie pDNA) v laboratórnych 
podmienkach a na scale-up úrovni existujú signifikantné  rozdiely a procesy uplatňujúce sa 
v laboratórnych podmienkach nie sú často uplatniteľné pri produkcii väčších množstiev; 
najmä z hľadiska finančnej nákladnosti, technickej náročnosti alebo nevhodnosti pre 
produkciu pDNA na klinické účely [4, 3]. 
Štandardnou laboratórnou metódou purifikácie pDNA je separácia centrifugáciou 
v gradientnom sacharózovom roztoku alebo gradientnom roztoku tvorenom chloridom 
céznym, fenolovou extrakciou, zrážaní alkoholom a ďalšími následnými purifikačnými 
krokmi. Táto metóda nie je uplatniteľná vo väčšom merítku, kvôli mutagénnosti používaných 
chemikálií a tým pádom nevhodnosti pre klinické účely, limitovanou kapacitou a vysokými 
nákladmi [4, 5]. Týmito metódami však možno dosiahnuť vysokej čistoty pDNA a sú tak 
ukazovateľom pre porovnávanie ostatných metód. 
Z hľadiska rizík je dôležité najmä odstránenie lipolysacharidových zlúčenin 
(endotoxínov) pochádzajúcich z bunkovej steny E. coli. V prípade, že sú prítomné 
v dostatočnom množstve môžu spôsobiť syndróm toxického šoku a výrazne znížiť efektivitu 
transfekcie pDNA do cieľového organizmu, prípadne majú cytotoxické účinky [14] 
2.4 Chromatografické metódy purifikácie 
Základnou technikou uplatňujúcou sa pri purifikácii pDNA je chromatografia; jednak 
ako jeden z krokov v rámci výroby a jednak ako nástroj kontroly [3]. V rámci bežného 
procesu výroby pDNA vakcín je purifikácia prostredníctvom chromatografie zásadným 
krokom; dôvodom je potreba dosiahnutia vysokej čistoty produktu vyplývajúcej z klinického 
využitia pDNA [3]. Pri chromatografickom čistení pDNA dochádza k oddeleniu ostatných 
topoizomérov – lineárnej a otvorenej cirkulárnej formy – od požadovanej kovalentne 
uzavretej cirkulárnej (supercoiled) pDNA, a zároveň k oddeleniu od hlavných kontaminantov 
uvedených vyššie.  
V oblasti biotechnológií je najčastejšie používanou chromatografickou metódou ako 
preparačnou metódou vysoko účinná kvapalinová chromatografia, ktorá sa vyznačuje 
jednoduchosťou, robustnosťou, všestrannosťou a vysokou reprodukovateľnosťou [15]. 
Chromatografické techniky využiteľné pri purifikácii pDNA sú najmä: gélová 
chromatografia, iónomeničová chromatografia, chromatografia v reverznej fáze, 
chromatografia založená na hydrofóbnej interakcii, afinitná chromatografia a ich variácie [3]. 
2.4.1 Gélová chromatografia 
Princíp gélovej chromatografie (angl. size exclusion chromatography) spočíva v delení 
zmesi na jednotlivé zložky na základe rôznych veľkostí molekúl týchto zložiek prípadne na 
základe molekulových hmotností. V prípade použitia vody ako mobilnej fázy býva táto 
metóda označovaná ako gélová filtračná chromatografia; v prípade použitia organického 
rozpúšťadla ako gélová permeačná chromatografia.  
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Gélová chromatografia môže byť pri separácii pDNA použitá najmä v spojení s ďalšími 
chromatografickými metódami, napríklad iónomeničovou chromatografiou [3]. Vhodné 
využitie gélovej chromatografie sa nachádza pri separácii veľkých molekúl ako najmä pDNA  
a gDNA od molekúl a fragmentov RNA a iných menších nečistôt [2]. Význam gélovej 
chromatografie pri separácii pDNA stúpol najmä po zavedení pre nukleové kyseliny 
vhodných pevných a vysoko poréznych kompozitových polyakrylamidových /dextranových 
stacionárnych fáz [5]. Výťažnosť sc pDNA za použitia gélovej chromatografie môže 
dosiahnuť až 70 % [3, 16]. Obmedzenia gélovej chromatografie spočívajú v jej obmedzenej 
kapacite a nízkej selektivite voči pDNA [17]. Z tohto dôvodu nie je použitie gélovej 
chromatografie vhodné ako prvotný krok pri separácii pDNA; uplatnenie nachádza ako 
finálny krok slúžiaci na oddelenie sc pDNA od oc pDNA a ostatných zbytkových nečistôt [3]. 
2.4.2 Iónomeničová chromatografia 
Princíp separácie iónomeničovou chromatografiou (angl. ion exchange 
chromatography) je založený na elektrostatickej interakcii elektricky nabitých alebo 
polárnych molekúl. Vzhľadom na skutočnosť, že nukleové kyseliny nesú vďaka prítomnosti 
záporne nabitých fosfátových skupín celkový záporný náboj a interagujú s kladne nabitými 
časticami stacionárnej fázy, uplatňuje sa pri separácii pDNA aniónová iónomeničová 
chromatografia. Táto metóda predstavuje jednu z najpoužívanejších techník pri separácii, 
čistení a kvantifikácii pDNA. Hlavnými dôvodmi sú rýchla separácia, absencia rozpúšťadiel, 
jednoduchá sanitácia  a pomerne široká škála použiteľných stacionárnych fáz [5]. 
Napriek rovnakému zloženiu a celkovej podobnosti jednotlivých topoizomérov 
pDNA, majú jednotlivé topoizoméry rôzne priestorové usporiadanie a teda aj rôzne 
rozmiestnenie hustoty elektrického náboja. Celková interakcia medzi pDNA a stacionárnou 
fázou je tak determinovaná lokálnymi interakciami v častiach molekúl pDNA s vyššou 
hustotou záporného náboja; rôzne topoizoméry tak majú v iónovom gradiente rôzne retenčné 
časy [3]. So vzrastajúcou koncentráciou iónov v roztoku gradientu sa molekuly DNA eluujú v 
závislosti od dĺžky reťazca, ktorá je nepriamo úmerná hustote záporného náboja; s 
kompaktnejším usporiadaním molekuly pDNA rastie aj priestorová hustota fosfátových 
skupín a tým aj hustota záporného náboja [18]. Molekuly pDNA s rozvoľnenou štruktúrou 
majú vzhľadom na uvedenú skutočnosť hustotu záporného náboja nižšiu [3]. Väčšia hustota 
záporného náboja pri kompaktnejších molekulách pDNA – a teda najmä pri sc pDNA – 
spôsobuje silnejšiu interakciu s pozitívne nabitou stacionárnou fázou a dlhší retenčný čas sc 
pDNA topoizomérov v kolóne a ich neskoršiu elúciu oproti ostatným topoizomérom [19]. 
Separácia pDNA je v prípade aniónovej iónomeničovej chromatografie ovplyvnená aj ďalšími 
javmi a vlastnosťmi separovaných molekúl, najmä poradím báz a počtom prítomných A-T 
väzieb v molekulách nukleových kyselín [20]. Hlavným obmedzením spojeným s aniónovou 
iónomeničovou chromatografiou je jej nízka selektivita voči jednotlivým adsorbovaným 
molekulám s podobne vysokou hustotou náboja, ktorá vedie ku koelúcii nečistôt, najmä 
fragmentov genómovej DNA s podobnou veľkosťou ako pDNA, endotoxínov a RNA molekúl 
s vysokou molekulovou hmotnosťou [3, 21]. Nízka selektivita spôsobuje, že aniónová 
iónomeničová chromatografia nie je vhodná ako jediný krok pri purifikácii pDNA. Naopak, je 
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často používaná ako jeden z krokov v kombinácii s inými separačnými technikami ako 
napríklad gélovou chromatografiou alebo elektroforézou v agarózovom géli [22].  
Pri použití aniónovej iónomeničovej chromatografii na separáciu pDNA je vhodné 
použitie mobilnej fázy s dostatočnou koncentráciou iónov (štandardne viac ako 0,5 M NaCl). 
Vyššia koncentrácia iónov zabraňuje adsorbcii molekúl s nižšou hustotou elektrického náboja 
ako napríklad RNA s nízkou molekulovou hmotnosťou, oligonukleotidov a proteínov; 
podstatná časť týchto nečistôt sa za daných podmienok eluuje priamo s prietokom mobilnej 
fázy bez viazania so stacionárnou fázou [5]. K elúcii molekúl s vyššou hustotou elektrického 
náboja potom dochádza so zvyšujúcim sa gradientom koncentrácie iónov v mobilnej fáze. 
Ako stacionárne fáze bývajú pri aniónovej iónomeničovej chromatografii používané silné 
ionexy s viazanými kvartérnymi amino- alebo diethylaminoethylovými (DEAE) skupinami, 
najčastejšie na podklade sieťovo usporiadaných agarózových častíc prípadne iných 
polymérnych materiálov (obchodné názvy, napr. Sepharose, Sephacryl) [5]. V závislosti od 
rôznych usporiadaní aniónovej iónomeničovej chromatografie, rôznych použitých 
stacionárnych fáz a podmienok boli touto technikou získané vzorky s obsahom sc pDNA až 
do 95% [23]. 
2.4.2.1 Hydroxyapatitová chromatografia 
Na princípe obdobnom aniónovej iónovomeničovej chromatografie je založená aj 
hydroxyapatitová chromatografia, kde sa ako stacionárna fáza využíva hydroxyapatit 
(Ca10(PO4)6(OH)2). Molekuly pDNA sa k atómom vápnika hydroxyapatitu viažu 
koordinačnou väzbou prostredníctvom fosfátových skupín [24]. K elúcii dochádza s postupne 
sa zvyšujúcim gradientom koncentrácie fosfátových skupín v mobilnej fáze, pričom dochádza 
ku kompetetívnemu vytesňovaniu fosfátových skupín pDNA viazaných so stacionárnou fázou 
a ich nahradzovaním voľnými fosfátovými skupinami v mobilnej fáze. Táto metóda má 
vzhľadom k pDNA priaznivú selektivitu, ktorá môže byť zvýraznená prítomnosťou močoviny 
[24]. 
2.4.3 Chromatografické techniky založené na hydrofóbnej interakcii 
Princíp chromatografických techník založených na hydrofóbnej interakcii spočíva v 
interakcii hydrofóbnych častí separovaných molekúl s hydrofóbnymi skupinami (ligandmi) 
stacionárnych fáz. V závislosti od podmienok, v akých dochádza k viazaniu molekúl sa tieto 
techniky delia na hydrofóbnu chromatografiu a chromatografiu reverznej fázy.  
2.4.3.1 Hydrofóbna chromatografia 
Hydrofóbna chromatografia je významná technika využívaná pri separácii biomolekúl 
– proteínov a nukleových kyselín. Jej princíp je založený na reverzibilnej interakcii 
imobilizovaných hydrofóbnych skupín stacionárnej fázy s nepolárnymi oblasťami 
separovaných molekúl v prostredí, v ktorom nedochádza k denaturácii molekúl. Interakcia 
medzi hydrofóbnymi molekulami je sprostredkovaná van der Waalsovými silami [25]. K 
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hydrofóbnej interakcii dochádza v prostredí s vysokou koncentráciou iónov a iónovou silou; 
na tento účel sa zvyčajne používa pufor síranu amónneho alebo NaCl. K elúcii jednotlivých 
molekúl dochádza postupne v reverznom gradiente koncentrácie iónov, teda za znižujúcej sa 
koncentrácie, čo oslabuje hydrofóbne interakcie a spôsobuje uvoľňovanie molekúl; primárne 
sa uvoľňujú molekuly s nižšou mierou hydrofóbnosti [25]. Táto technika je vhodná v ako 
jeden z krokov pri purifikácii pDNA najmä v kombinácii s gélovou a iónomeničovou 
chromatografiou v prípade odstraňovania nečistôt s podobným izoelektrickým bodom alebo 
molekulovou hmotnosťou. Pri purifikácii pDNA sa uplatňuje rôzna miera hydrofóbnosti 
jednotlivých topoizomérov pDNA, jednovláknových fragmentov DNA a endotoxínov [25]. 
Hydrofóbna chromatografia umožňuje separáciu sc pDNA topoizoméru od ostatných viac 
hydrofóbnych nečistôt tvorených nukleovými kyselinami (RNA, genómová DNA, 
oligonukletidy a denaturovaná forma pDNA) [26]. Selektívna citlivosť vo vzťahu k 
jednotlivými formám nukleových kyselín a možnosť ich separácie spočíva v skutočnosti, že v 
prítomnosti vodných roztokov solí dochádza ku kondenzácii molekúl pDNA, pričom tieto 
majú hydrofóbne časti umiestnené uprostred dvojzávitnice a hydrofilné časti sú naopak 
umiestnené na povrchu, v styku s vodnou fázou. Hydrofóbne časti sú tak chránené a 
prichádzajú do styku s hydrofóbnymi molekulami stacionárnej fázy v menšej miere, tým 
pádom dochádza k menšej interakcii a viazaniu helikálnych molekúl pDNA. Naopak, pri 
jednovláknových molekulách pDNA sú hydrofóbne skupiny exponované vo väčšej miere a 
dochádza tak k ich silnejšej interakcii s hydrofóbnymi skupinymi stacionárnej fázy a ich 
viazaniu [2, 25]. Endotoxíny tvoriace nečistoty sú spravidla vysoko hydrofóbne, takže 
dochádza k silnej interakcii a ich dlhšej retencii v kolóne [25]. 
Hydrofóbna chromatografia bola úspešne použitá pri purifikácii plazmidov pri génovej 
terapii proti cystickej fibróze [27] a vakcíne proti besnote [28].  
2.4.3.2 Chromatografia v reverznej fáze 
Princíp separácie molekúl prostredníctvom chromatografie v reverznej fáze (angl. 
revesed phase chromatography) spočíva v hydrofóbnej interakcii medzi hydrofóbnymi bázami 
DNA a hydrofóbnými skupinami stacionárnej fáze v polárnej mobilnej fáze. Hydrofóbnosť 
jednotlivých molekúl je determinovaná priestorovou orientáciou báz, dĺžkou reťazca 
nukleovej kyseliny a jej sekundárnou štruktúrou [29]. So zvyšujúcou sa dĺžkou reťazca sa 
zvyšuje hydrofóbnosť a teda väčšie molekuly nukleových kyselín sú v kolóne zadržiavané 
dlhší čas. Miera hydrofóbnosti molekúl nukleových kyselín je ovplyvnená aj mierou 
denaturácie dvojzávitnicovej DNA; v oblastiach s vyššou mierou výskytu väzieb A-T 
dochádza k jednoduchšej denaturácii a vytvoreniu jednovláknových oblastí v rámci jednej 
molekuly. To vedie k jednoduchšej prístupnosti hydrofóbnych báz a jednoduchšej hydrofóbnej 
interakcii so skupinami stacionárnej fázy. Dôsledkom je, že jednovláknové oligonukleotidy a 
dvojzávitnicové molekuly s jednovláknovými oblasťami sa pri separácii chromatografiou v 
reverznej fáze viažu pevnejšie k stacionárnej fáze a sú v kolóne zadržiavané dlhší čas ako 
dvojzávitnicové molekuly DNA ekvivalentnej dĺžky [29].  
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K viazaniu pDNA pri chromatografii v reverznej fáze dochádza pri vysokých 
koncentráciách iónov / roztokov solí, keďže hydrofóbnosť pDNA je pomerne nízka. V prípade 
bežne používaného síranu amónneho sú to koncentrácie až okolo 3 M. 
2.4.4 Afinitná chromatografia 
Afinitná chromatografia (angl. affinity chromatography) využíva prirodzené 
biologické procesy na separáciu biomolekúl na základe ich biologických alebo chemických 
vlastností a štruktúry [2]. Princíp afinitnej chromatografie spočíva v reverzibilnej interakcii 
medzi molekulou záujmu a k nej špecifickým ligandom, ktorý sa nachádza na stacionárnej 
fáze. Výhoda metód založených na afinite biomolekúl spočíva v možnosti eliminácie ďalších 
krokov pri purifikácii, potenciálnych vyšších výťažkov a tým pádom nižších nákladov [30]. 
Hlavným obmedzením afinitnej chromatografie v porovnaní s ostatnými metódami je použitie 
ligandov stacionárnych fáz. Voľba vhodnej stacionárnej fáze závisí na molekulárnych 
vlastnostiach biomolekúl a fyzikálno-chemickej a termodynamickej povahe interakcie medzi 
molekulami a stacionárnou fázou [31]. 
2.4.4.1 Afinitná chromatografia na viazaných kovových iónoch 
Princíp separácie pri chromatografii pomocou immobilizovaných katiónov kovov 
(angl. immobilized metal-ion chromatography) spočíva v interakcii medzi katiónmi kovov – 
napríklad Cu2+ alebo Ni2+ – immbolizovanými na stacionárnej fáze pomocou chelatačných 
zlúčenín ako napríklad kyselina nitrilotrioctová alebo kyselina iminodioctová  [2, 3] a dusíkmi 
aromatických báz a to najmä purínových [32]. Tieto viažu primárne endotoxíny, 
jednoreťazcové nukleové kyseliny a RNA, zatiaľ čo pDNA vykazuje nízku afinitu a zostáva v 
mobilnej fázi. Obmedzením použitia tejto techniky je jej nízka rozlišovacia schopnosť voči 
genómovej DNA [32] a skutočnosť, že jej možnosti boli doposiaľ skúmané len na úrovni do 
10 mg pDNA výťažkov [3]. 
2.4.4.2 Triple helix afinitná chromatografia 
Princíp triple helix afinitnej chromatografie (angl. triple helix affinity 
chromatography) je založený na tvorbe trojzávitnicových komplexov prostredníctvom 
vodíkových väzieb medzi thymínmi a adenínmi a protonovanými cytozínmi a guanínmi 
molekúl pDNA a oligonukleotidov viazaných  na stacionárnej fáze. K tvorbe týchto 
trojzávitnicových štruktúr dochádza len pri pH hodnotách v kyslej oblasti [3]. Pre uplatnenie 
tejto techniky je nutné vloženie špecifickej sekvencie do plazmidu, ktorá slúži ako miesto 
naviazania na oligonukleotidy stacionárnej fázy [3]. K elúcii dochádza pri premytí 
stacionárnej fázy miernym alkalickým pufrom, ktorý spôsobuje prerušenie vodíkových 
väzieb. Nedostatkom tejto techniky sú najmä pomalá kinetika tvorby trojzávitnicových 
štruktúr a s tým súviace dlhé časy separácie a strata pDNA pri elúcii [2]. 
 
Ďalšími metódami afinitnej chromatografie na účely purifikácie pDNA, ktorým bola 
resp. je venovaná pozornosť sú najmä proteín/DNA afinitná chromatografia, 
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aminokyselina/DNA chromatografia a polymyxin B chromatografia. [2, 3, 5]. K väčšiemu 
rozšíreniu a uplatneniu týchto metód v praxi, však zatiaľ po podľa dostupných zdrojov 
nedošlo.  
 
Vývoj nových chromatografických metód purifikácie pDNA vakcín sa zameriava aj na 
usporiadanie stacionárnych fáz; oproti klasickým náplňovým kolónam sa možno v odbornej 
literatúre stretnúť so štúdiami zameranými na uplatnenie monolitických kolón, 
chromatografie s expandovanou vrstvou, perfúznej chromatografie a membránových 
absorbérov [3].  
2.5 Využitie dvojfázových vodných systémov pri purifikácii pDNA 
Purifikácia plazmidovej DNA pomocou dvojfázových vodných systémov patrí popri 
purifikácii pDNA pomocou magnetických nosičov medzi alternatívne metódy purifikácie. 
Dvojfázové vodné systémy v porovnaní s chromatografickými technikami nie sú obmedzené 
prestupom hmoty v rámci stacionárnych fáz a umožňujú separáciu väčších objemov lyzátu. K 
Ich hlavným výhodám patrí najmä jednoduchá manipulácia, možnosť použitia vo väčších 
mierkach, možnosť jednoduchej kombinácie s inými krokmi v rámci purifikácie a 
signifikantná redukcia nečistôt [33]. Ďalšie zdroje [34] uvádzajú ako hlavné výhody mierne 
podmienky, nízke náklady a absenciu nutnosti použitia toxických alebo inak škodlivých 
rozpúšťadiel a chemikálii. Limitujúcim faktorom separácie dvojfázovými vodnými systémami 
je ich nízka selektivita voči konkrétnym molekulám [34]; selektivitu a citlivosť však možno 
ovplyvniť použitím ligandov s vysokou afinitou k pDNA, na ktoré sa pDNA viaže, a ktoré 
sprostredkúvajú separáciu medzi jednotlivé fázy [33]. V takom prípade je však potrebný ďalší 
krok a síce elúcia viazanej pDNA z ligandov. Selektivitu možno ovplyvniť aj pridaním 
neutrálnych solí, ktoré ovplyvňujú kladný alebo záporný náboj fáz a tým aj delenie pDNA 
medzi fázy [35]. Najčastejšie používanými dvojfázovými systémami sú systémy tvorené 
polyetylénglykolom a dextranom (pozn.: polysacharid tvorený glukózovými molekulami 
spojenými α-1,6 a α-1,3 glykozidickými väzbami) a rôzne kombinácie polyetylénglykolu a 
solí (napríklad síranu amónneho alebo dihydrogénfosforečnanu draselného) [36]. Výhodou 
systémov s použitím roztoku síranu amónneho je ich možnosť priameho spojenia s 
chromatografiou hydrofóbnej interakcie, kde sa síran ammónny používa ako pufor.  
Mechanizmus separácie plazmidovej DNA ale aj ostatných biomolekúl nie je presne 
objasnený; faktory ovplyvňujúce separáciu závisia na fyzikálno-chemických vlastnostiach 
pDNA, najmä hydrofóbnosti, veľkosti, náboji ale aj na zložení dvojfázového systému 
a koncentráciách jednotlivých zložiek [37]. Predpokladá sa, že pri separácii sa uplatňujú 
elektrostatické a van der Waalsove sily, vodíkové väzby, hydrofóbna/hydrofilná interakcia 
a sterické efekty [38]. To, v ktorej fáze dôjde k akumulácii pDNA, a v ktorej k zadržiavaniu 
nečistôt závisí od konkrétnych podmienok separácie. 
V závislosti od použitých podmienok separácie môže k zadržiavaniu pDNA dochádzať 
vo fáze s obsahom polyméru [39] alebo naopak vo fáze obsahujúcej soli; nečistoty sú v tom 
prípade zadržiavané vo vrchnej polyetylénglykolovej fáze [36]. V prípade použitia 
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dvojfázového systému tvoreného dvoma rozdielnymi polymérmi a za použitia afinitných 
ligandov dochádza k zadržiavaniu pDNA vo fáze s obsahom ligandov. Rôzne štúdie uvádzajú 
výťažnosť separácie 60 až 70 % [40], v niektorých prípadoch až takmer 100% [36]. 
2.6 Využitie nano- a mikročastíc v purifikácii pDNA 
Magnetické nano- a mikročastice predstavujú ďalšiu alternatívnu oblasť techník 
separácie plazmidovej DNA. Magnetické častice sú zvyčajne tvorené anorganickým 
superparamagnetickým jadrom, ochrannou polymérnou vrstvou a na ňu naviazanými 
funkčnými skupinami [41]. Jadro je najčastejšie tvorené oxidmi železa – magnetitom (Fe3O4), 
maghemitom (γ-Fe2O3), ferritmi (M • Fe2O3, kde M: Co, Cu, Mn) alebo 
manganatým perovskitom [41]. Magnetické častice týchto látok majúce menej ako 30 nm v 
priemere vykazujú paramagnetické vlastnosti; znamená to, že tieto častice vykazujú 
magnetické vlastnosti len v prítomnosti vonkajšieho magnetického poľa [42]. Táto vlastnosť 
umožňuje rovnomerné dispergovanie častíc v roztoku, bez vytvárania zhlukov, pretože k 
agregácii dochádza až v prítomnosti magnetického poľa. Najčastejšie je povrch magnetických 
nosičov modifikovaný biokomplatibilnými polymérnymi molekulami ako kyselina alginová, 
polyvinylalkohol, dextran, oxidom kremičitým, polyetylénglykolom, organosilanmi s 
funkčnými skupinami ako –NH2, -OH, -COOH, prípadne inertnými materiálmi ako apatit 
alebo fosforečnanom vápenatým [41]. Funkčné skupiny definujú výsledné vlastnosti 
magnetických častíc a sú zodpovedné za interakciu s DNA [41]. Princíp väzby pDNA na 
povrchu častíc spočíva v elektrostatickej interakcii v prípade použitia kladne nabitých častíc 
funkčných skupín a záporne nabitej pDNA alebo v tvorbe komplexov pDNA s negatívne 
nabitými skupinami v roztokoch solí alebo polymérov.  
Výhodou separácie plazmidovej DNA magnetickými časticami je jednoduchosť, 
inštrumentálna nenáročnosť, netoxickosť, miernosť podmienok, za ktorých dochádza k 
separácii, absencia krokov centrifugácie a s tým spojená možnosť separácie vyšších objemov 

















3 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
3.1 Cieľ práce 
Cieľom praktickej časti práce bola izolácia plazmidovej DNA metódou alkalickej lýzy 
a purifikácia izolovaných vzoriek plazmidovej DNA pomocou chloridu lítneho 
a magnetickými nosičmi. 
3.1.1 Použité mikroorganizmy a chemikálie 
3.1.1.1 Mikroorganizmy 
Boli použité kmene Escherichia coli JM 109 a Escherichia coli JM 109 (pUC19) 
získané od doc. RNDr. A. Španovej, CSc.  
3.1.1.2 Chemikálie 
 agaróza pre elektroforézu DNA (Top-Bio, Praha, ČR) 
 destilovaná voda pre PCR (FCH VUT Brno, ČR) 
 ethanol (Penta, Chrudim, ČR) 
 ethidium bromid (5mg/ml) (EtBr) (Sigma, St. Louis, USA) 
 kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA) (Penta, Chrudim, ČR) 
 hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 chlorid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 chlorid draselný (Lachema, Brno, ČR) 
 chloroform (Penta, Chrudim, ČR) 
 isoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR) 
 kyselina boritá (H3BO3) (Penta, Chrudim, ČR) 
 lysozym (Serva, Heidelberg, SRN) 
 nanášací pufor 6x koncentrovaný (BioLabs, Ipswich, USA) 
 octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 PEG 6000 (Sigma, St. Louis, USA) 
 
Všetky chemikálie boli použité v čistote p. a. 
 
 DNA štandard - λ DNA/HindIII (23 130, 9 416, 6 557, 4 361, 2 322, 2 027, 564 a 125 
bp). 
 magnetické mikročastice Fkol35 ox – P(HEMA-co-GMA), poly(2-hydroxyethyl 
methakrylát-co-glycidyl methakrylát), pripravené Ing. D. Horákom CSc. na Ústave 





Všetky roztoky boli pripravované podľa uvedenej práce [43]. 
3.1.1.4 Médiá pre kultiváciu buniek 
 LB agar – k 1 l LB média sa pridá 12 g agaru a sterilizuje sa pri 121°C po dobu 20 min. 
pripravený LB agar sa podľa potreby rozvarí v mikrovlnnej rúre a rozleje do Petriho 
misiek  
 ampicilín (100 mg/ml) 
3.1.1.5 Roztoky pre lýzu bakteriálnych buniek a izoláciu DNA 
 GLC roztok s lysozýmom – 25 μl 1 M glukózy, 10 μl 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 12,5 μl 1M 
Tris-HCL (pH 8,0) sa doplní 425,5 μl vody; tesne pred použitím sa k roztoku pridá 
lysozým tak aby výsledná koncentrácia bola 2 mg/ml. 
 LYZ roztok – 100 μl 1 M NaOH a 20% SDS sa doplní 375 μl vody 
 HS roztok – 60 ml 5 M octanu sodného sa doplní 40 ml kyseliny octovej (p.a.) a výsledné 
pH je 4,8 
 0,5 M EDTA (pH 8,0) – za stáleho miešania magnetickou miešačkou sa rozpustí 202,2 g 
EDTA v 800 ml destilovanej vody, pH sa upraví na hodnotu 8,0 pomocí NaOH v peletách 
a doplní sa destilovanou vodou do 1000 ml. Sterilizuje sa v autokláve (121°C/15 minút). 
 1 M Tris-HCl (pH 7,8) – 12,1 g Tris-bázy sa rozpustí v 80 ml destilovanej vody, pH sa 
praví pomocou koncentrovanej HCl a doplní sa destilovanou vodou do 100 ml. Sterilizuje 
sa v autokláve (121°C/15 minút). 
 lyzačný roztok A – 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8) sa sterilne zmieša s 1 ml 0,5 M EDTA 
(pH 8,0) a 98 ml destilovanej vody 
 lyzačný roztok B – 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8) sa sterilne zmieša s 1 ml 0,5 M EDTA 
(pH 8,0) a 98 ml destilovanej vody. Pred použitím sa pridá lysozým (3 mg/ml). Roztok sa 
pripravuje vždy čerstvý. 
 roztok SDS (20 %) – 20 g SDS sa rozpustí v 80 ml sterilnej destilovanej vody, v prípade 
pomalého rozpúšťania sa roztok zahreje na teplotu 68°C. Hodnota pH sa upraví 
koncentrovanou HCl na 7,0 a doplní sa destilovanou vodou do 100 ml. Nesterilizuje sa. 
 proteináza K (100 μg/ml) – 100 μg proteinázy K sa rozpustí v 1 ml destilovanej vody 
a rozdelí sa do alikvótnych častí. Uchováva sa pri -20°C.  
3.1.1.6 Roztoky pre izoláciu DNA pomocou magnetických nosičov 
 0,5 M NaCl – 58,4 g NaCl sa rozpustí v 150 ml destilovanej vody a doplní sa  
destilovanou vodou do 200 ml. Sterilizuje sa v autokláve (121°C/15 minút). 
 40 % PEG 6000 – 40 g PEG 6000 sa rozpustí v 60 ml destilovanej vody a doplní sa 
destilovanou vodou do 100 ml. Uchováva sa pri teplote 4°C. 
 70 % ethanol - 70 ml 96 % ethanolu sa zmieša s 26 ml destilovanej vody. 
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 TE pufr (1 × koncentrovaný) - 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8) sa zmieša s 200 μl 0,5 M 
EDTA (pH 8,0) a doplní sa destilovanou vodou do 100 ml. 
3.1.1.7 Chemikálie pre elektroforézu v agarózovom géli a vizualizáciu 
 agarózový gél (1%) – 0,75 g agarózy sa rozvarí v 75 ml 0,5 × koncentrovaného TBE 
pufru 
 TE pufr – 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,0) a 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) sa doplní vodou na 
výsledný objem 100 ml 
 TBE pufr (5 × koncentrovaný ) - 54 g Tris-bázy a 27,5 g kyseliny boritej sa rozpustí v 
600 ml destilovanej vody, pridá sa 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0); pomocou 1 M NaOH sa 
upraví na pH 8,0. Doplní sa destilovanou vodou do 1 l. Pred použitím sa roztok riedi 10 × 
destilovanou vodou na požadovanú koncentráciu 0,5 × TBE) 
 nanášací  pufr (6 × koncentrovaný) 
 ethidium bromid (500 μg/ml) – 100 μl roztoku EtBr (2,5 mg/ml) sa rozriedi  v 500 ml 
sterilnej destilovanej vody 
3.1.1.8 Prístroje a vybavenie 
 centrifúga miniSpin plus (Eppendorf, Nemecko) 
 centrifúga Spectrafuge Mini (Labnet Int., New Jersey, USA) 
 laboratórne váhy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA) 
 mikropipety Discovery HTL: objemy 10 μl, 20 μl, 200 μl, 1000 μl (PZ HTL, Varšava, 
Poľsko)  
 mikrovlnná rúra SMW 2320 (Sencor, ČR) 
 termocyklér Thermocycler PTC – 200 (BIO-RAD Lab., USA) 
 transluminátor Transilluminator TVR-3121 (Spectroline, Albany, USA) 
 elektroforetická aparatúra Easy – Cast, modely B1 a B3 (Owl Scientific, USA) 
 zdroj elektrického napätia pre elektroforézu Enduro 300 V (Labnet Int., Woodbridge, 
USA) 
 spektrofotomer NanoPhotometer (Implen, Mníchov, Nemecko) 
 spektrofotomer Nanodrop ND 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA) 
 mikropipetovacie špičky umelohmotné 
 skúmavky Eppendorf 
 laboratórne sklo v bežnom rozsahu, umelohmotný laboratórny materiál a pomôcky 
3.2 Metódy 
3.2.1 Kultivácia bakteriálnych buniek E. coli JM 109 a E. coli JM 109 (pUC19) 
a overenie prítomnosti plazmidov v bunkách 
Za účelom overenia prítomnosti plazmidu v bunkách boli pripravené dve kultúry 
buniek: E. coli JM109 bez plazmidu a E. coli JM109 (pUC19) nesúce plazmid pUC 19. Obe 
kultúry boli kultivované v dvoch sériách po dvoch bankách tekutého LB média (celkom štyri 
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100 ml Erlenmayerove banky) a jednej sérii dvoch Petriho misiek s LB agarom. V každej 
banke sa nachádzalo 10 ml LB média. Do dvoch bánk bolo pridaných 5 μl zásobného roztoku 
ampicilínu s koncentráciou 100 mg/ml (výsledná koncentrácia ampicilínu v médiu – 
50 μg/ml). Petriho misky s LB agarom zostali bez prídavku ampicilínu. Obe kultúry E. coli 
JM109 v objeme 0,1 ml boli očkované tak, že každá kultúra bola očkovaná do jedného 
tekutého LB média bez obsahu antibiotika, jedného tekutého LB média s obsahom antibiotika 
a krížovým rozterom na jedno pevné médium bez obsahu antibiotika. Všetky kultúry boli 
ponechané na kultiváciu v termostate pri teplote 37°C do druhého dňa. 
3.2.2 Izolácia plazmidovej DNA (pUC19) 
Plazmidová DNA bola izolovaná v štyroch opakovaniach z tekutej bakteriálnej kultúry 
kultivovanej v LB médiu. Po 1 ml kultúry E. coli JM109 (pUC19) bolo pipetovaných do 
štyroch Eppendorffovych skúmaviek, centrifugovaných po dobu 3 minút pri 10 000 ot/min. a 
následne bol jedným prevrátením zliaty oddelený supernatant. K roztoku bolo pridaných 
100 μl roztoku GLC s lysozýmom, zmes bola roztrepaná a ponechaná na inkubáciu po dobu 5 
minút pri laboratórnej teplote. Následne bolo k zmesi pridaných 150 μl roztoku LYZ s 
obsahom NaOH, premiešaných a ponechaných na inkubáciu po dobu presne 5 minút (merané 
stopkami) pri teplote 0°C vo vychladenom kovovom stojane. Po uplynutí 5 minút bolo do 
každej skúmavky pridaných 150 μl roztoku HS, roztoky boli šetrne premiešané a ponechané 
na inkubáciu 15 minút pri teplote 0°C. Následne boli vzorky centrifugované po dobu 5 minút 
pri 14 500 ot/min. Oddelený sediment obsahoval vyzrážanú genómovú DNA a zbytky 
lýzovaných  buniek. Ďalej sa pracovalo so supernatantom obsahujúcim plazmidovú DNA, 
ktorý bol pomocou špičky s odstrihnutým hrotom odobraný do čistých Eppendorfovych 
skúmaviek. Ku každej vzorke bolo pridaných 900 μl ethanolu, vzorky boli premiešané a 
ponechané na inkubáciu po dobu 15 minút pri teplote -20°C behom čoho došlo k vyzrážaniu 
pDNA. Vzorky boli následne centrifugované po dobu 5 minút pri 14 500 ot/min. pričom došlo 
k oddeleniu vyzrážanej pDNA a supernatantu. Supernatant bol zliaty, jeho zbytky vysušené 
buničinou a skúmavky so sedimentom boli vysušené v exsikátore po dobu 15 minút. Vysušené 
vzorky boli doplnené 100 μl TE pufru a pripravené na ďalšiu purifikáciu. 
3.2.3 Odstránenie RNA zrážaním chloridom lítnym 
Ku 25 μl pDNA z každej vzorky bolo pipetovaných po 95 μl TE pufru (7,5 pH) a 40 μl 
10 M LiCl, tak že konečná koncentrácia LiCl bola 2,5 M. Premiešaná zmes bola inkubovaná 
po dobu 15 minút pri 0°C. Následne bola zmes centrifugovaná pri 14 500 ot/min. a oddelený 
supernatant obsahujúci DNA bol odobratý do čistých Eppendorfovych skúmaviek.  
K supernatantu bolo pridaných 375 μl 96 % ethanolu (2,5 násobok odobratého supernatantu o 
objeme 150 μl), zmes bola ponechaná na inkubáciu po dobu 15 minút pri teplote -20°C. 
Vyzrážaná DNA bola oddelená centrifugáciou po dobu 15 minút pri 14 500 ot/min.  
Supernatant bol dôkladne zliaty a DNA v podobe sedimentu bola v exsikátore sušená po dobu 
30 minút do úplného vyschnutia. Získaný vysušený sediment bol doplnený 50 μl TE pufru. 
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3.2.4 Odstránenie RNA pomocou magnetických nosičov 
Separačná zmes bola pripravená zmiešaním 100 μl 5 M NaCl, 25 μl izolovanej 
plazmidovej DNA, 100 μl 40 % PEG 6000 a 50 μl magnetických nosičov (koncentrácia 
2mg/ml). Zmes bola ponechaná na inkubáciu po dobu 15 minút pri laboratórnej teplote, počas 
ktorej došlo k adsorpcii plazmidovej DNA na povrch magnetických častíc. Vzorky boli 
umiestnené do magnetického separátoru a ponechané na separáciu po dobu 5 minút; počas nej 
došlo k oddeleniu sedimentu a supernatantu, ktorý bol odpipetovaný. Ku vzorkám bolo 
pridaných 500 μl 70 % a magnetické častice boli separované po dobu 1 minúty, po ktorej bol 
ethanol odpipetovaný. Vzorky boli vysušené pri laboratórnej teplote po dobu 20 minút. 
Následne bolo pridaných po 50 μl TE pufru a DNA bola ponechaná eluovať sa 1 hodinu; 
magnetické častice boli odseparované na magnetickom separátore po dobu 2 minút a eluovaná 
plazmidová DNA bola odpipetovaná do čistých Eppendorfovych skúmaviek.   
3.2.5 Štiepenie plazmidu pUC 19 reštrikčnou endonukleázou PstI 
Do 200 μl Eppendorfovych skúmaviek bolo v uvedenom poradí pipetovaných 12 μl 
destilovanej vody pre PCR, 2 μl pufru pre enzým PstI, 5 μl vzorky pDNA po čistení LiCl, 1 μl 
enzýmu PstI. Štiepiaca zmes bola v termostate inkubovaná 2 hodiny pri teplote 37°C. 
Štiepenie bolo ukončené pridaním 4 μl stop/nanášacieho pufru (6 × koncentrovaný). 
3.2.6 Príprava štandardu molekulových hmotností 
V 200 μl Eppendorffovej skúmavke bolo zmiešaných 14,5 μl TE pufru (6x 
koncentrovaný), 0,5 μl roztoku DNA λ/HindIII (1μg/ml) a 3,0 μl (6 × koncentrovaný) žltého 
nanášacieho pufru. Zmes bola inkubovaná pri teplote 65°C po dobu 10 minút. 
3.2.7 Elektroforéza plazmidov pUC 19 v agarózovom géli 
Bol použitý 1% gél pripravený zmiešaním 0,75 g agarózy v 75 ml 0,5x TBE pufru 
v čistej a suchej Erlenmeyerovej banke a následným prevarením zmesi v mikrovlnnej rúre až 
do vytvorenia číreho roztoku. Gél bol naliaty do pripravenej formy s vloženým hrebienkom a 
ponechaný stuhnúť na vodorovnej podložke pri laboratórnej teplote. Vodorovnosť podložky 
bola skontrolovaná libelou, aby bolo zabezpečené vytvorenie vrstvy gélu s konštantnou 
hrúbkou. Po stuhnutí gélu bol vyňatý hrebienok. Po príprave štandardu bolo 10 μl nanesených 
ako prvá vzorka a do ďalších jamiek boli nanesené ostatné vzorky pDNA v poradí: 
1. 4 vzorky izolovanej pDNA pred purifikáciou pripravené zmiešaním 2 μl vzorky pDNA, 
13 μl destilovanej vody a 3 μl nanášacieho pufru 
2. 4 vzorky pDNA po purifikácii chloridom lítnym pripravené zmiešaním 10 μl vzorky 
pDNA, 5 μl destilovanej vody a 3 μl nanášacieho pufru 
3. 4 vzorky pDNA po purifikácii magnetickými nanočasticami pripravené zmiešaním 15 μl 
vzorky pDNA a 3 μl nanášacieho pufru 
4. 4 vzorky pDNA po štiepení enzýmom PstI 
Ako posledná bol pridaná vzorka vopred štiepeného plazmidu pUC 19. 
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Gél bol vložený do vaničky elektroforetickej aparatúry a zaliaty TBE pufrom (0,5 × 
koncentrovaný) tak, že hladina pufru nad gélom bola 0,3 cm. Elektroforetická vanička bola 
zapojená na zdroj elektrického napätia a elektroforéza prebiehala pri konštantnom napätí 80 
V po dobu dvoch hodín. Po ukončení elektroforézy bol gél prenesený do vaničky s roztokom 
ethidium bromidu (0,5 μg/ml). Po 30 minútach farbenia bol gél opláchnutý destilovanou 
vodou a prenesený na transluminátor. Gél bol pozorovaný pri vlnovej dĺžke UV svetla λ = 305 
nm a odfotený. Výsledky boli dokumentované fotoaparátom mobilného telefónu Nokia Lumia 
720 Carl Zeiss Optik. 
3.2.8 Spektrofotometrické stanovenie koncentrácie DNA 
Nanospektrofotomer bol nastavený podľa návodu výrobcu a postupne bola pipetovaná 
vzorka na aplikačné miesto kyvety a prikrytá vrchnákom s požadovaným lid faktorom (10 
resp. 50) v závislosti od koncentrácie meraného roztoku. Ako referenčná vzorka bol použitý 
TE pufr. Absorbancia bola meraná v rozmedzí vlnových dĺžok 220 – 320 nm. Koncentrácia 
bola vypočítaná z hodnôt absorbancie A 260 nm; z pomeru hodnôt A 260 nm/A 280 nm bola 































4.1.1 Overenie prítomnosti plazmidu v bunkách E. coli JM 109 a E. coli JM 109 
(pUC19) 
Na LB médiu bez ampicilínu a s ampicilínom boli kultivované bunky E. coli JM 109 a 
E. coli JM 109 (pUC19) za účelom overenia prítomnosti plazmidu v E. coli JM 109 (pUC19). 
Rast buniek bol vyhodnotený na základe vzniku zákalu tekutého živného média a rastu 
kolónií na pevnom agarovom médiu; výsledky sú uvedené v Tabuľke 1.  
 
Tabuľka 1: Vyhodnotenie rastu buniek 





E. coli JM109 + - + 
E. coli JM109 (pUC19) + + + 
  Pozn.: + zodpovedá zákalu média 
  -  zodpovedá absentujúcemu zákalu  
 
Na médiu s ampicilínom rastú a vytvárajú zákal média bunky kultúry E. coli JM 
(pUC 19); bunky kultúry E. coli JM 109 v prítomnosti ampicilínu nerastú a zákal sa  netvorí. 
Bakteriálne kultúry E. coli JM 109 (pUC 19) nesú plazmid s génom pre rezistenciu na 
ampicilín a je ich možné použiť na izoláciu plazmidovej DNA. 
 
4.1.2 Izolácia plazmidovej DNA pUC 19 
Plazmidová DNA  pUC 19 bola izolovaná z 1 ml jedinej kultúry E. coli JM 109 
pUC 19 metódou alkalickej lýzy v štyroch opakovaniach. 
 
4.1.3 Elektroforéza plazmidovej DNA 
Elektroforézou bola overená izolácia plazmidovej DNA v 4 opakovaniach. Výsledky 












Obr. 1: Elektroforegram pDNA po elektroforéze v 1% agarózovom géli 
 
Behy:  Na gél bolo nanášaných po 10 μl plazmidovej DNA. 
 
Beh Vzorka pUC 19 pDNA v 10 μl [μg] 
Vizuálna detekcia 
DNA RNA 
S λ fág DNA/HindIII - - - 
1 pUC 19 9,3 ••• ••• 
2 pUC 19 8,6 ••• ••• 
3 pUC 19 7,0 ••• ••• 
4 pUC 19 9,0 ••• ••• 
Pozn.: •, ••, ••• : zodpovedá detekcii malého, stredného resp. väčšieho množstva pDNA, resp. 
RNA 
 
Na géli bola detegovaná plazmidová DNA v rôznych štrukturálnych konformáciách; 
okrem pDNA bola detegovaná aj RNA.  
 
4.1.4 Spektrofotometrické stanovenie koncentrácie plazmidovej DNA 
Spektrofotometricky bola stanovená koncentrácia pDNA (viď Tabuľka 2); zároveň 
bola zaznamenaná hodnota pomeru absorbancie pri vlnových dĺžkach λ = 260 nm 
a λ = 280 nm (viď Tabuľka 3). Tento pomer indikuje mieru znečistenia vzorky proteínmi (ak 







Tabuľka 2: Koncentrácie DNA pUC 19 
Vzorka 




Množstvo izol.  
pDNA (v 100μl) [μg] 
1. 2. 3. 
1 915 933 955 934 93,4 
2 850 860 865 858 85,8 
3 690 713 710 704 70,4 
4 893 915 905 904 90,4 
Pozn.: •, ••, ••• : zodpovedá detekcii malého, stredného resp. väčšieho množstva pDNA 
 
Tabuľka 3: Pomery A260nm/A280nm pDNA 
 
 Plazmidová DNA bola izolovaná v koncentráciách 704 až 934 μg/ml; všetky vzorky 
boli znečistené RNA (A260/A280 > 2,0). 
4.1.5 Purifikácia plazmidovej DNA  
Bolo prevedené čistenie vzoriek izolovaných plazmidov prostredníctvom zrážania 
RNA chloridom lítnym a pomocou magnetických nosičov. Spektrofotometricky boli 
stanovené koncentrácie DNA po purifikácii oboma metódami. Výsledky boli overené 
pomocou agarózovej gélovej elektroforézy. 
4.1.6 Purifikácia plazmidovej DNA chloridom lítnym 
Zrážanie RNA pomocou LiCl bolo prevedené podľa postupu uvedeného v kapitole 
3.2.3. Koncentrácie plazmidovej DNA v jednotlivých opakovaniach po zrážaní LiCl sú 
uvedené v Tabuľke 4. 
 
Tabuľka 4: Koncentrácie vzoriek po čistení LiCl 
Vzorka 






< 1,8 > 2,0 
1. 2. 3. 
1 2,068 2,084 2,099 2,084 - + RNA 
2 2,036 2,048 2,047 2,044 - + RNA 
3 2,015 2,036 2,003 2,018 - + RNA 
4 2,040 2,045 2,057 2,047 - + RNA 
Vzorka 
Meranie / koncentrácia 
[μg.ml-1] 
A260 nm/A280 nm 
Podmienka 
Nečistoty 
< 1,8 > 2,0 
1 130 2,105 - + RNA 
2 224 2,113 - + RNA 
3 112 2,074 - + RNA 
4 363 2,126 - + RNA 
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Koncentrácia plazmidovej DNA po čistení chloridom lítnym bola v rozmedzí 112 až 
363 μg/ml; všetky vzorky boli znečistené RNA (A260 nm/A280 nm > 2,0). 
4.1.7 Purifikácia plazmidovej DNA magnetickými nosičmi 
Pri purifikácii pDNA magnetickými mikročasticami bolo použité rovnaké množstvo 
pDNA. Koncentrácie pDNA a namerané hodnoty A260 nm/A280 nm sú uvedené v Tabuľke 5. 
 
Tabuľka 5: Koncentrácie vzoriek po čistení magnetickými nosičmi 
 
Koncentrácia plazmidovej DNA počistení magnetickým nosičom bola v rozmedzí 32 
až 100 μg/ml; po čistení boli všetky vzorky znečistené proteínmi (A260/A280 < 1,8). 
 
Grafické znázornenie závislosti absorbancií na vlnových dĺžkach pri jednotlivých 
vzorkách  plazmidovej DNA (izolovanej pred purifikáciou, po purifikácii chloridom lítnym 
a magnetickými nosičmi) je uvedené v Obr. 2. 
 
 
Obr. 2: Absorbancie izolovanej pDNA 
Krivka s najvýraznejším peakom predstavuje izolovanú pDNA pred purifikáciou, 








Meranie / koncentrácia 
[μg.ml-1] 
A260 nm/A280 nm 
Podmienka 
Nečistoty 
< 1,8 > 2,0 
1 32 1,422 + - proteíny 
2 100 1,652 + - proteíny 
3 64 1,524 + - proteíny 






Jednotlivé grafy závislostí absorbancie na vlnovej dĺžke pri jednotlivých vzorkách 
demonštrujú pokles absorbancie a tým aj koncentrácie vzoriek pDNA po purifikácii 
chloridom lítnym a magnetickými nosičmi oproti izolovanej pDNA pred purifikáciou. 
4.1.8 Elektroforéza plazmidovej DNA po purifikácii 
Bola prevedená  elektroforéza dvoch purifikovaných vzoriek pDNA po zrážaní RNA 
chloridom lítnym a pomocou magnetických nosičov. Za účelom  identifikácie lineárnej formy 
plazmidu bolo prevedené štiepenie plazmidu enzýmom PstI. Na gél bolo nanášaných 2,0 / 4,5 




Obr. 3: Vizualizácia vzoriek po purifikácii 
 
Beh S – štandard molekulových hmotností DNA λ/HindIII; A – izolovaná pDNA pred 
čistením; B – pDNA po čistení LiCl; C – pDNA po čistení magnetickými nosičmi. 
 










č. 1 6 704 4,2 •• 
č. 2 5 904 4,5 •• 
B 
č. 1 20 224 4,5 •• 
č. 2 12 363 4,4 •• 
C 
č. 1 20 100 2 • 
č. 2 20 120 2,4 • 
Pozn.: •, ••, ••• : zodpovedá detekcii malého, stredného resp. väčšieho množstva pDNA 
 
Na géli bola detegovaná plazmidová DNA v rôznych štrukturálnych konformáciách; 













5.1.1 Overenie prítomnosti plazmidu v bunkách 
Výsledok kultivácie oboch kultúr – E. coli JM109 a E. coli JM109 (pUC19) – potvrdil 
prítomnosť plazmidov v kultúre E. coli JM109 (pUC19). Keďže plazmidy pUC19 obsahujú 
markerový gén rezistencie na ampicilín, rast kultúry E. coli JM109 (pUC19) v tekutom LB 
médiu nebol ovplyvnený prítomným antibiotikom a prítomnosť kultúry buniek E. coli JM109 
(pUC19) sa v médiu prejavila vytvorením viditeľného zákalu. Kultúra E. coli JM109 bez 
obsahu plazmidu pUC19 naopak nemá rezistenciu voči antibiotiku a v prostredí za 
prítomnosti ampicilínu nerastie, čo sa v médiu prejavilo absenciou zákalu. Obe kultúry E. coli 
JM109 rástli aj na LB agare v Petriho miskách, keďže tento neobsahoval antibiotikum. Obe 
narastené kultúry vytvorili jednotné kolónie bez znečistenia inými mikrobiologickými 
kultúrami, čo potvrdzovalo čistotu kultúry, z ktorej bola v ďalších krokoch izolovaná pDNA. 
5.1.2 Elektroforéza izolovaných vzoriek pDNA 
Elektroforézou bola overená prítomnosť izolovanej plazmidovej DNA získaných 
alkalickou lýzou 1 ml kultúry buniek E. coli JM109 (pUC19) narastenej v LB médiu 
s ampicilínom (50 μg/ml). Vo všetkých štyroch opakovaniach bola detegovaná pDNA. Na géli 
bolo možné pozorovať pruhy s rôznou intenzitou reprezentujúce rôzne konformácie pDNA.  
V spodnej časti elektroforegramu  bolo možné pozorovať intenzívne kontinuálne svetlé pásy, 
ktoré predstavovali RNA. 
5.1.3 Spektrofotometrické stanovenie DNA 
Pomer absorbancií A260 nm,/A280 nm v prípade všetkých pDNA pred čistením presiahol 
hodnotu 2. Znamená to, že každá zo vzoriek bola znečistená koextrahovanou RNA; 
Prítomnosť RNA vo vzorkách bola potvrdená na agarózovom géli (viď Obr. 1). Hodnoty 
koncentrácií boli u vzoriek približne rovnaké s výnimkou vzorky č. 3, kde bola koncentrácia 
mierne nižšia. Porovnaním nameraných hodnôt koncentrácií pDNA a vizualizovanej pDNA na 
géli po elektroforéze možno konštatovať, že hodnoty koncentrácie pDNA boli nadhodnotené 
prítomnou RNA. Skreslenie bolo spôsobené skutočnosťou, že maximá absorbancie u  pDNA 
a RNA sa nachádzajú zhodne pri λ = 260 nm [43]. 
5.1.4 Elektroforéza purifikovanej pDNA 
Elektroforézou bola detegovaná pDNA po čistení chloridom lítnym (viď Obr. 3, séria 
behov B) a po čistení magnetickými nosičmi (viď Obr. 3, séria behov C). Spektrofotometricky 
boli stanovené vzorky po purifikácii LiCl a magnetickými nosičmi. 
 
Po purifikácii LiCl nedošlo k úplnému odstráneniu RNA; pri oboch detegovaných 
vzorkách bola zreteľná prítomnosť RNA v spodnej časti elektroforegramu. Prítomnosť pDNA 
bola detegovaná pri každej zo vzoriek. Výsledky poukazujú na nerovnomernú a nedostatočnú 
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mieru purifikácie LiCl. Vizuálnej detekcii zodpovedali aj výsledky získané 
spektrofotometricky. Pomer absorbancií A260 nm/A280 nm v prípade všetkých vzoriek izolovanej 
pDNA po čistení LiCl presiahol hodnotu 2, takže vzorky stále obsahovali RNA. Koncentrácia 
purifikovanej pDNA bola 14,3 až 37 % koncentrácie izolovanej pDNA. 
 
Po purifikácií magnetickými nosičmi došlo k výraznejšej miere odstránenia RNA. 
Zároveň došlo aj k výraznej strate časti DNA, ktorá bola vizuálne detegovaná v menšej miere. 
Nameraný pomer absorbancií A260 nm/A280 nm po čistení pDNA magnetickými nosičmi 
nedosiahol hodnotu 1,8, takže vzorky už neobsahovali RNA. Vzhľadom na hodnotu < 1,8 boli 
vzorky znečistené proteínmi. Táto skutočnosť mohla byť ovplyvnená faktom, že zvolený 
protokol izolácie a purifikácie plazmidovej DNA neobsahoval krok zrážania proteínov 
fenolom a pri ethanolovom zrážaní nedošlo k dostatočnému vyzrážaniu proteínov. 


































Výskum a vývoj postupne prináša nové procesy a postupy pri produkcii plazmidovej 
DNA ako dôsledok zvýšeného dopytu po nej, najmä na účely vakcín a génovej terapie. 
Hlavné úsilie sa týka najmä postupov purifikácie, tak aby mohli byť dosiahnuté požadované 
parametre pDNA, a to najmä vysoká čistota produktu, bez hlavných kontaminantov a ideálne 
vo forme sc topoizoméru. Neprehliadnuteľným faktorom sú samozrejme náklady a celková 
efektívnosť produkcie. Napriek sľubným výsledkom v oblasti purifikácie zostávajú primárnou 
voľbou chromatografické techniky. Zvýšený dopyt po plazmidových DNA vakcínach však 
možno ešte len očakávať po schválení pre využitie v humánnej medicíne a pri ich plošnom 
využití v profylaxii pred rôznymi chorobami. Produkcia plazmidových DNA vakcín tak je a 
určite bude zaujímavá aj z ekonomického hľadiska. 
 
V experimentálnej časti bola prevedená izolácia a následná purifikácia pDNA 
chloridom lítnym a magnetickými časticami; proces purifikácie plazmidovej DNA si vyžaduje 
v oboch prípadoch ďalšiu optimalizáciu. V prípade zrážania chloridom lítnym sa 
optimalizácia vyžaduje najmä v oblasti efektívnosti odstránenia RNA, kde miera odstránenia 
RNA nebola dostatočná. V prípade purifikácie magnetickými nosičmi je optimalizácia 
potrebná najmä v oblasti výťažnosti; pri purifikácii bola odstránená RNA, koncentrácia 
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8 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK A SYMBOLOV 
DNA.................................................. deoxyribonukleová kyselina 
gDNA................................................ genómová deoxyribonukleová kyselina 
pDNA................................................ plazmidová deoxyribonukleová kyselina 
sc pDNA............................................nadšróbovnicová plazmidová deoxyribonukleová kys. 
oc pDNA........................................... otvorená kružnicová plazmidová deoxyribonukleová kys. 
RNA.................................................. ribonukleová kyselina 
RNAII............................................... RNA polymeráza II 
mRNA............................................... mediátorová ribonukleová kyselina 
kbp.................................................... kilo-base pair 
ColE1, pBR322, pUC, pMB1.......... rôzne druhy plazmidov 
EU/mg............................................... počet endotoxínových jednotiek na mg 
CFU/ µg............................................ kolónie tvoriace jednotky/mg 
AGE.................................................. elektroforéza v agarózovom géli 
PCR................................................... polymerázová reťazová reakcia 
EMA................................................. European Medicines Agency 
FDA.................................................. Food and Drug Administration 
CMVIE............................................. cytomegalovírus intermediate-early 
SV40................................................. simian vírus 40 
UbC................................................... ubiquitín C 
MCS.................................................. multiple cloning site 
CTAB................................................ cetyltrimethylammonium bromid 
EDTA................................................ kyselina ethyléndiaminotetraocotvá 
SDS................................................... dodecylsulfát sodný 
PEG................................................... polyethylénglykol  
λ DNA/HindIII.................................. lambda fágová deoxyribonukleová kyselina štiepená 
reštrikčnou endonukleázou – štandard molekulových 
hmotností 
LB agar / médium............................. Luria Bertani agar / médium 
GLC roztok....................................... roztok glukózy 
LYZ roztok....................................... lyzačný roztok 
Tris-HCl............................................ pufr s obsahom Tris-bázy a HCl 
TE pufor............................................ pufr s obsahom Tris-bázy a kyseliny boritej 
TBE pufor......................................... pufr s obsahom Tris-bázy kyseliny boritej a EDTA 
PstI.................................................... druh reštrikčnej endonukleázy 





Príloha 1: Fyzikálna mapa plazmidu pUC 19 [44]. 
 
